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HASSUMI, J. S. Dimorfismo sexual relacionado as vias de reabsorcao e
formacao do tecido 6sseo de ratos e ratas castrados, apés a exodontia do
incisivo superior. Avaliagao microtomografica e por PCR em tempo real. 2018.
81f. Trabalho de Conclusao de Curso (Bacharelado) — Faculdade de Odontologia de

Aracgatuba, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2018.
RESUMO

A osteoporose € uma doenga sistémica, multifatorial, progressiva, caracterizada pela
reducao da massa éssea, deterioragcdo e modificagdo da micro e macroarquitetura
do tecido 6sseo. Por muito tempo foi considerada uma doenca da mulher (9),
porém, atualmente estd sendo reconhecida como uma doenga do homem (J).
Assim, o objetivo deste estudo foi observar como se comportam as vias de
reabsorcdo e formacdo O0ssea em animais que apresentam predisposicdo para a
osteoporose, tanto do género masculino (&) como feminino (Q). Para isso, foram
utilizados 30 ratos machos () e 30 ratas fémeas (Q) divididos em grupos: SHAM
(?/3) e castrados, que foram & orquiectomizados (ORQ) e ? ovariectomizadas
(OVX). Deste modo, apos 30 dias da castragéo, foram submetidos a exodontia do
incisivo superior direito e subdivididos de acordo com o tempo de eutanasia, 14 e 42
dias pos exodontia e os métodos de analises do alvéolo em reparagcdo, Reacao de
Cadeia de Polimerase (PCR) em Tempo Real e microtomografia computadorizada
(micro-ct). Os dados quantitativos foram submetidos a teste de Shapiro Wilk, Anova
e pos-teste de Tukey com nivel de significancia de 5%. Nas analises de expressdes
génicas, observou-se que durante o processo de reparo alveolar, apés 14 dias da
exodontia, em OVX houve um aumento significativo na expressdo dos genes que
codificam a fosfatase alcalina (ALP) e a osteocalcina (OC) e, em ORQ houve pico de
expressao do gene para ALP e do receptor ativador do fator nuclear kappa-B ligante
(RANKL). No entanto, aos 42 dias, para osteoprotegerina (OPG) e RANKL, em OVX
e ORQ, houve baixa expressdo de OPG e alta de RANKL. A partir das analises de
micro-ct dos alvéolos em reparagao aos 42 dias de todos os grupos, em OVX parece
diminuir a porcentagem de volume ésseo (BV/TV), aumentar a separagao entre as
trabéculas (TB.SP) e a porcentagem da porosidade 6ssea total (PO.TOT). Em ORQ
observou-se diminuigdo do volume 6sseo (BV), da espessura das trabéculas
(TB.TH) e da separacao entre elas. Assim, dentro dos limites do presente estudo,

concluiu-se que a auséncia dos esteroides gonadais parece prejudicar a expressao



génica de proteinas da matriz extracelular, interferindo na qualidade do tecido 6sseo,
principalmente nos periodos tardios. E, em ambos os sexos, a expressao de RANKL
estda aumentada e de OPG diminuida, o que indica maior atividade osteoclastica
tanto aos 14 como aos 42 dias. Além disso, através da micro-ct observou-se que a
auséncia dos esteroides gonadais, também prejudica a quantidade e qualidade

Ossea e de forma mais acentuada nas <.

Palavras chave: Osteoporose. Dimorfismo sexual. Expressao génica. Alvéolo do

dente. Microtomografia computadorizada.



Abstract



HASSUMI, J. S. Sexual dimorphism related with the resorption and formation
pathways the bone tissue of the castrated rats after extraction of upper incisor.
Analysis microcomputerized tomography and real time PCR. 2018, 81p. End of
Course Paper (Bachelor Degree) — Aragatuba School of Dentistry, Sdo Paulo State

University, Aracatuba, 2018.
ABSTRACT

The osteoporosis is a systemic, multifactorial and progressive disease. It is typified
decrease, deterioration and modification of macro and microarchitecture of bone
tissue. A long time, it was considered a woman illness, however, it is being
recognized as a man illness. Thus, the objective of this study was to observe how the
resorption and formation pathways behave in the animals with predisposition to
osteoporosis, both male and female. For this purpose, 30 male rats and 30 female
rats were used and divided into groups: SHAM (/&) and castrated, that they were
orchiectomized & (ORQ) and ovariectomized ¢ (OVX). In this way, after 30 days of
the castration, the animals were submitted to extraction of right upper incisor and
divided in according with the euthanasia time, that it was 14 and 42 days after the
extraction surgery and analysis method of the alveolus in repair, real time
Polymerase Chain Reaction (PCR) and microcomputerized tomography (micro-ct).
The quantitative data were submitted to Shapiro Wilk test, Anova test and Tukey
post-test with 5% of significance level. In the gene expression analysis, it was
observed that the alveolar repair process after 14 days of extraction surgery, in OVX
showed a significant increase of gene expression coding for alkaline phosphatase
(ALP) and osteocalcin (OC). In ORQ, results showed a peak of gene expression for
ALP and receptor activator of nuclear factor kappa-p ligand (RANKL). However, after
42 days of extraction surgery, OVX and ORQ showed a decrease in gene expression
for osteoprotegerin and RANKL. For micro-ct analysis of alveolus repair after 42 days
extraction surgery, OVX showed low percentage of bone volume and the largest
separation between bone trabecular and right percentage of bone porosity. The ORQ
group showed decrease bone volume, trabecular bone thickness and separation
between trabecular bone. Thus, within the limits this study, it was concluded that
gonadal steroids appear to be prejudicial for gene expression of extracellular matrix

protein and it affect the quality of bone tissue, especially in the late ones. In both



sexes, the RANKL expression is increase and OPG expression decrease, that it
indicates higher osteoclastic activity in the 14 as at 42 days after extraction surgery.
Furthermore, the micro-ct showed that gonadal steroids appear also injures the

quality and amount of bone tissue, it is more severely in women.

Keywords: Osteoporosis. Sexual dimorphism. Gene expression. Teeth alveolus.
Microcomputarized tomography.
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1 INTRODUGAO

O esqueleto realiza diversas fungdes importantes em nosso organismo,
proporcionando mobilidade, apoio, protegcdo, atuando como um reservatorio de ions
de calcio (Ca*?) e fosforo e, também sendo importante na ancoragem dos dentes
nos maxilares."*?' O tecido 0sseo ndo é estatico e para que desempenhe suas
funcdes de forma saudavel, a matriz extracelular (MEC) € continuamente depositada
por osteoblasto e absorvido por osteoclastos ativos, um processo coordenado e
normal de remodelacdo éssea. Sobre a MEC, ocorre a precipitagdo de Ca* e

fosfato, permitindo que o osso se forme.*"*

Este processo ocorre através da modulacédo do sistema receptor ativador
do fator nuclear kappa-f (RANK)/RANKL/OPG, considerado pega-chave na
regulacdo do metabolismo 6sseo. O RANKL é expresso por osteoblastos e seus
precursores imaturos, enquanto que seu receptor RANK é expresso por osteoclastos
e seus precursores. Quando ha ligagao entre eles, ocorre ativagao dos osteoclastos
e inicia-se o processo de reabsorcao 6ssea. A OPG é produzida por osteoblastos e
células estromais da medula 6ssea que quando se liga a RANKL, limita a interagcéo
entre RANKL e RANK, inibindo a sinalizacdo para formacédo osteoclastica e
reabsorgcao 6ssea. A homeostase 0ssea € alcangada quando este sistema atua de
forma adequada, resultando num equilibrio entre formacao e reabsorgcao éssea.*"*
Quando ha algum fator que possa desorganizar a atividade osteoblastica e
osteoclastica, a qualidade do tecido esquelético pode ser severamente

comprometida, resultando no desenvolvimento de uma condigéo patolégica.??®

7

Sendo assim, a osteoporose € uma doenca sistémica do esqueleto,
multifatorial e progressiva, caracterizada pela redu¢do da massa 6ssea, deterioragao
e modificacdo da micro e macroarquitetura do tecido 6sseo. Tanto o osso cortical
como o esponjoso sao afetados, aumentando o risco de fratura 6ssea. Dessa forma,
a capacidade do osso resistir a forcas mecanicas e fraturas, ndo depende apenas da

quantidade, mas também, da qualidade do tecido ésseo.""*

A osteoporose pode ser primaria ou secundaria. A forma primaria é de
causas naturais e é classificada em tipo | e tipo 11.%** No tipo |, ou pds-menopausa,
existe rapida perda 6éssea em mulheres () recentemente menopausadas. J4, a tipo

ll, ou senil, esta relacionada ao envelhecimento, por deficiéncia cronica de Ca*?,



40

aumento da atividade do paratorménio e diminuicdo da formacao 6ssea, ocorrendo
em ambos os sexos.’”® A osteoporose secundaria, quando ndo ha uma causa
primaria, é decorrente de processos inflamatorios, alteragdes enddcrinas, deficiéncia
de vitamina D e, por uso de drogas como heparina, corticoides, alcool,
anticonvulsivantes e vitamina A. Quando as causas sdo desconhecidas, €

denominada de osteoporose idiopatica.®***

Nas ¢, durante a menopausa ocorre deficiéncia de estrogeno (Ey),
levando ao desenvolvimento da osteoporose pds-menopausa.” Isto ocorre devido ao
fato de que, em baixas concentragdes, o E; modula negativamente o remodelamento
0sseo, causando um aumento na reabsorgao 0ssea osteoclastica. Este processo é
decorrente do aumento da concentragdo plasmatica de interleucina 1 (IL-1) e fator
de necrose tumoral que estimulam a producdo de IL-6 e fator estimulador de
colonias de macrofago.’®® Essa cascata favorece a ligagdo entre RANKL e RANK,
ativando a osteoclastogénese e a reabsorgdo dssea.” Alguns estudos relatam que a
deficiéncia de E, interfere no reparo alveolar de ratas ovx apds a extragcdo de
elemento dentario quando comparadas as ratas que nao foram submetidas a
castragdo,'®'® evidenciando que o déficit de E, pode prejudicar a neoformagéo 6ssea

nos maxilares apds criagéo de ferida cirdrgica.?”*

No homem (&), como a testosterona persiste em niveis funcionais até aos
70 anos de idade, pensava-se na inexisténcia da osteoporose masculina. Por muito
tempo, a osteoporose foi considerada uma doenga da ¢, porém, atualmente,
também esta sendo reconhecida como uma questéo de saude publica para o 3.2 Ao
contrario do que acontece com as { pdés-menopausa, a reducdo da neoformacéao
Ossea esta relacionada a idade nos &, combinado a dieta e niveis hormonais
deficientes tornando os agentes anabodlicos uma opgao de tratamento légica para &
com osteoporose.” A queda de absorcdo de Ca* no intestino e alta prevaléncia de
insuficiéncia de vitamina D em & idosos contribuem para o elevado nivel sérico de
horménio da paratireoide e perda dssea.” No &, a testosterona e o E, sdo
importantes para o ganho e manutengdo da massa dssea,” mas, os niveis livres ou
biodisponivel de testosterona e E, diminuem com a idade, devido ao aumento do
nivel sérico da globulina ligadora de horménios sexuais e falha de compensagao do
eixo hipotalamo/hipodfise/testiculo.*
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Os hormoénios sexuais sdo responsaveis pela maturagdo e dimorfismo
sexual do esqueleto. As meninas por terem puberdade precoce, aos 12 anos e, 0s
meninos tardia, aos 14 anos de idade, o sexo masculino alcanca altura e massa
ossea maior.”® Por isso, a osteoporose evolui mais lentamente nos 4 do que nas
Q."%*% Tanto & como @ perdem quantidade similar de tecido 6sseo trabecular
durante o envelhecimento. Porém, no 4 predomina o afilamento das trabéculas e, na
©Q a perda da conectividade, pois, a deficiéncia de E;, resulta em perda 6ssea

acelerada.”

De acordo com a Fundagédo Internacional de Osteoporose,® o tratamento
da doenca é prioridade para a saude publica. A doenga chega a afetar um terco das
@ com mais de 50 anos com riscos iminentes de sofrer algum tipo de fratura, além
da associagdo com doencas cardiovasculares. E um em cada oito & acima dos 50
anos tera uma fratura relacionada a osteoporose.® E este quadro tem perspectiva de
aumentar com o envelhecimento da populagdo masculina.? O conhecimento sobre
as vias envolvidas no estabelecimento destas condicdes em & e Q@ precisam ser

mais bem investigadas.

O processo de reparo alveolar € um modelo experimental bastante
estudado, que permite avaliar a dinamica do tecido 6sseo, pois representa uma
situacdo na qual o organismo cria condi¢gdes para produgao de tecido 6sseo com o
objetivo de preenchimento total do alvéolo previamente ocupado pelo dente.** Na
condigao de deficiéncia de E, ou osteoporose, estudos do nosso grupo mostram que
ha um retardo na cronologia do processo de reparo alveolar, bem como uma
diminuicdo na imunomarcacdao da osteocalcina (OC), importante marcador das
respostas de mineralizagao do tecido dsseo. Além disso, estudos mostram que com
relacdo ao sistema OPG, RANK e RANKL, ha uma redugéo de OPG e aumento de
RANKL frente a essa interferéncia sistémica.™'"'® Uma questdo importante a ser
respondida, consiste nas respostas sobre como produzir um tecido mineralizado de
boa qualidade para suportar as forcas mecanicas decorrentes de uma reabilitacdo
com protese sobre implante, em condicdes de comprometimento de osso e, outra é
se o comportamento das proteinas e fatores de transcricdo que comandam o

metabolismo do tecido ésseo € o mesmo nos & e nas 9.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi observar o comportamento das vias de
reabsorcdo e formagdo O6ssea em animais que apresentam predisposicdo para a
osteoporose, tanto do género masculino como feminino. Para isso, foram utilizadas
analises quantitativas, tais como: PCR em tempo real, que avaliou a expressao
relativa dos gene OC, ALP, OPG e RANKL; micro-ct, na qual foram utilizadas as
guidelines de Bouxsein (2010), que avaliaram parametros como porcentagem de
volume ésseo (BV/TV), numero (TB.N), espessura (TB.TH) e separagcédo entre as
trabéculas (TB.SP), volume dsseo (BV) e porcentagem de porosidade total éssea
(PO.TOT).



Metodlologia
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3 METODOLOGIA

Apds a aprovagdo do Comité de Etica em Experimentacédo Animal (CEUA:
00685-2015 e 00706-2015) para o estudo foram utilizados um total de 30 ratos J e
30 ¢ (Rattus novergicus albinus, Wistar), adultos e com peso corporal de
aproximadamente 350g. Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em
gaiolas, ambiente com temperatura estavel (22+2°C), com ciclo de luz controlado (12
horas claro e 12 horas escuro), alimentados com ragdo balanceada (NUVILAB,

Curitiba PR, Brasil) e agua ad libitum.

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.1.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os grupos experimentais foram: ratos e ratas sham, animais que
passaram por cirurgias ficticias de castracdo, na qual ndo ha a remogédo das
gbnadas, somente a exposicdo das mesmas, para que todos os animais tenham o
mesmo “estresse cirlrgico” e; os grupos castrados de & e @, que sdo denominados
de ORQ e OVX respectivamente (QUADRO1). Nos grupos citados anteriormente,
ocorreu a remogao propriamente dita das glandulas sexuais, para ocorrer a
interrupcdo da producdo dos horménios sexuais, com a finalidade dos animais

adquirirem a condigdo de osteopenia.?’

3.1.2 CICLO ESTRAL

Para garantir que as ratas utilizadas nos experimentos estivessem
ciclando normalmente, elas foram colocadas em gaiolas individuais e diariamente
foram introduzidas no interior da vagina 1-2 gotas de soro fisiolégico que, em
seguida, foram aspiradas e colocadas em lamina de histologia para leitura
microscépica imediata™ para reconhecimento das fases do ciclo estral,"* apés de 2

a 3 ciclos regulares, as ratas foram utilizadas para o experimento (FIGURA1).



46

3.1.3 ANESTESIA

Para todos os procedimentos cirurgicos (castragao, exodontia do incisivo
superior direito e eutanasia), todos os animais foram devidamente anestesiados com
70 mg/Kg de cloridrato de cetamina (VETASET® 100 mg/ml, FORT DODGE,
Campinas/SP, Brasil) e 30 mg/Kg de cloridrato de xilazina (COOPAZINE® 20 mg/ml,
COOPERS, Cotia/SP, Brasil) por inje¢ao intramuscular (IM).

3.1.4 CASTRAGAO

3.1.4.1 OVARIECTOMIA

Para a remocéao dos ovarios bilateralmente, as rata foram anestesiadas e
posicionadas em decubito lateral, apds tricotomia e antissepsia com alcool iodado. A
incisdo foi realizada lateralmente a linha mediana e a meia distancia entre a ultima
costela e o joelho. O ovario € envolto por uma massa de tecido adiposo e apds a sua
evidenciagao, ligadura e remocao, foi realizada sutura com fio de Poliglactina 910
4.0 (Vicryl™ — Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados Unidos) (FIGURA
2).

3.1.4.2 ORQUIECTOMIA

ApOs a anestesia, os ratos foram imobilizados sobre prancha cirurgica em
posicao de decubito dorsal, apds a antissepsia com alcool iodado. Foi realizada a
incisdo mediana anterior no escroto, abertura da tunica vaginal e exteriorizagdo dos
testiculos. Em seguida, os funiculos espermaticos foram ligados com fio de Nylon
5.0 (Ethicon — Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados Unidos) e
seccionados. Os testiculos e os epididimos foram removidos e o escroto suturado
com fio de Poliglactina 910 4.0 (Vicryl™ — Jhonson & Jhonson, New
Brunswick, NJ, Estados Unidos) (FIGURA 3).
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3.1.5 EXTRAGAO DENTAL

Apods 30 dias da cirurgia de castragao, os animais foram anestesiados, foi
realizada a antissepsia com alcool iodado do campo operatério, a exodontia do
incisivo superior direito foi executada com instrumental cirurgico especialmente
adaptado para este fim," e suturada a mucosa gengival com fio de poliglactina 910
(Vicryl 4.0 — Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados Unidos) (FIGURA 4).
Os grupos foram subdivididos em grupos de 14 e 42 dias (Sham /2 - ORQ - OVX)
pos exodontia para a eutanasia e avaliacdo do alvéolo em reparacao, através da

PCR em tempo real e da micro-ct (quadro 2).

3.1.6 EUTANASIA E OBTENGAO DAS AMOSTRAS

Apos 14 dias da cirurgia de exodontia, 5 animais de cada grupo foram
anestesiados para curetagem do alvéolo em reparagdo da maxila direita para analise
de PCR em tempo real. Cada fragmento 6sseo, representado pelo alvéolo em
reparacao foi cuidadosamente lavado com solugao de cloreto de sddio 0,9% gelada,
congelado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer -80°C para posteriormente
realizar a extragcdo do RNA total da amostra.

Apos 42 dias da cirurgia de exodontia, o restante dos animais de cada
grupo foram anestesiados, 5 foram destinados para analise de PCR em tempo real
utilizando os procedimentos citados acima e, os outros 5 animais de cada grupo
foram destinados para analise de micro-ct. A maxila direita de cada animal foi
removida e colocada em solugéo de formalina a 10%.

Todos os animais do experimento foram eutanasiados com dose letal de

anestésico.

3.2 PROCESSAMENTOS LABORATORIAIS DAS AMOSTRAS

3.2.1 EXTRAGAO DO RNA TOTAL DAS AMOSTRAS

A técnica de PCR em tempo real foi realizada com o objetivo de avaliar a

expressao génica de marcadores relacionados ao processo de reparo 6sseo: ALP e
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OC estdo relacionados com a mineralizacdo, OPG com a inibicdo da
osteoclastogénese e regulagéo da populacédo de osteoclastos ativos; e RANKL com
a ativagcdo da osteoclastogénese. A extragdo do RNA total das amostras foi
realizada com o reagente Trizol (Life Technologies: Invitrogen, Carslbad, CA, USA) e
o Kit SV Total RNA Isolation System (Promega Corporation, Madison, WI, USA).
Apoés a analise da integridade, pureza, concentragdo e normalizagdo do RNA total,
foi confeccionado o cDNA utilizando 1ug de RNA através da reagao de transcriptase
reversa com o Kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems)
(FIGURA 5).

3.2.2 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

Os cDNAs foram pipetados juntamente com o Tagman Gene Expression
Master Mix (Applied Biosystems) e as sondas para a detecgdo de ALP, OC, OPG e
RANKL na placa de PCR CFX96 well (MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate)
em duplicata de cada amostra. A PCR em tempo real foi realizado no sistema Step
One Plus (Applied Biosystems) sob as seguintes condigdes: 50°C (2 minutos), 95°C
(10 minutos) e 40 ciclos de 95°C (15 segundos), 60°C (1 minuto), seguido pela curva
de desnaturacdo padrao. A expressao génica relativa foi calculada em referéncia a
expressao das proteinas ribossémicas mitocondriais e normalizada pela expressao
génica dos fragmentos ésseos dos alvéolos em reparagdo dos diferentes periodos
experimentais (método AACT) (FIGURA 6).

3.2.3 ADEQUAGAO DAS AMOSTA PARA O ESCANEAMENTO 3D

As maxilas direitas com o alvéolo em reparag¢ao foram fixadas em solugcao
de formalina a 10% de 48 horas, lavadas por 24 horas em agua corrente e

armazenadas em alcool 70%, a fim de serem submetidas a analise por varredura de
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feixe de raios-X em um sistema de microtomografia digital computadorizada
(FOAr/UNESP).

3.2.4 AVALIAGAO TRIDIMENSIONAL

As pecas foram escaneadas pelo microtomoégrafo SkyScan (SkyScan
1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003) utilizando cortes de 9 um de
espessura (50Kv e 500u), com filtro de Cobre e Aluminio e passo de rotacédo de 0.3
mm. As imagens obtidas pela projecdo dos raios-X nas amostras foram
armazenadas e reconstituidas determinando a area de interesse pelo software
NRecon (SkyScan, 2011; Versdo 1.6.6.0). No software Data Viewer (SkyScan,
Versdao 1.4.4 64-bit) as imagens foram reconstruidas para adequagao do
posicionamento padrao para todas as amostras, podendo ser observada em trés
planos (transversal, longitudinal e sagital). Em seguida, utilizando o software
CTAnalyser — CTAn (2003-11SkyScan, 2012 Bruker MicroCT Versao 1.12.4.0) foi
definida a area de interesse para avaliagao tridimensional. (ROI). O software CTAnN
analisa e mede a imagem de acordo com a escalas de cinza (thershould). O
threshould utilizado na analise foi de 25-90 tons de cinza®® (FIGURA 7).

3.3 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Foi utilizado o programa GraphPad Prism 7.03 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA) e aplicado o teste de Shapiro-Wilk, ANOVA e o pds-teste de Tukey

com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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4 Resultados

4.1 EXPRESSAO GENICA RELATIVA

O grupo SHAM (3/2) 14 dias é o controle e por isso que os valores de
expressdes dos gene para ALP, OC, OPG e RANKL ¢é proximo de 1. Assim, os
valores dos demais grupos sao relacionados a ele, mostrando quantas vezes mais
ocorreu a expressao do determinado gene (TABELA E GRAFICO 1 E 2).

4.1.1 FEMEAS

41.1.1 ALP

No grupo OVX observou pico de expressdo aos 14 dias, o contrario

ocorreu aos 42 dias (p<0,05).

41.1.20C

No grupo OVX observou pico de expressao aos 14 dias, e continuou

aumentada aos 42 dias (p<0,05).

4.1.1.3 OPG

No grupo OVX 42 dias observou menor expressao (p<0,05).

4.1.1.4 RANKL

O grupo OVX tanto aos 14 como aos 42 dias apresentou maior

expressdo, o contrario ocorreu em SHAM 42 dias (p<0,05).
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4.1.2 MACHOS

41.2.1 ALP

Em todos os grupos, ORQ 14 dias, SHAM 42 dias e ORQ 42 dias

observou valores de expressdes maiores que 1 (p<0,05).

4.1.2.2 OC

Todos apresentaram valores de expressao menos que o grupo SHAM 14
dias. (p<0,05)

4.1.2.3 OPG

ORQ aos 14 e 42 dias mostraram menores valores de expressao
(p<0,05).

4.1.2.4 RANKL

O grupo ORQ 42 dias apresentou maior expressao (p<0,05).

4.2 MICRO-CT

As analises morfométricas, a partir dos alvéolos em reparacdo aos 42
dias de todos os animais, foram avaliados os parametros considerados padrao, BV,
BV/TV, TB.TH, TB.N, TB.SP e PO.TOT, de acordo com as Guidelines da JBMR

(Bouxsein e cols., 2010).
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4.2.1 FEMEAS

Foram observadas diferengas significativas (p<0,05) nas comparagdes
entre SHAM x OVX para os parametros BV/TV, TB.SP e PO.TOT (QUADRO 3,
TABELA 4,5).

4.2.2 MACHOS

As diferengas (p<0,05) encontradas entre SHAM x ORQ foram para os
parametros BV. TB.TH e TB.SP. (QUADRO 4, TABELA 6,7,8).



Dlseussio
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5 DISCUSSAO

Ja se sabe que a qualidade do tecido 6sseo € crucial para o sucesso das
reabilitagoes orais.*"® Tem sido sugerido que a densidade mineral éssea (DMO), o
volume Osseo e o0 0sso trabecular sdo parametros fundamentais na taxa de
sobrevivéncia dos implantes.®®* A micro-ct apresenta-se como padr&do-ouro para

avaliar esses parametros dsseos, porém ainda ndo é aplicada na clinica.’

Com os parametros tridimensionais avaliados pela micro-CT no alvéolo
apods 42 dias da exodontia do incisivo superior direito, € importante destacar, que
ap6s a ovariectomia, a porosidade mostrou aumento significativo e, a fragdo de
volume 0sseo, bastante relacionado com o osso trabecular, apresentou valor
reduzido. Dessa forma, observou menor nimero de trabéculas d6sseas e com

consequente aumento na separagao entre as elas.

Ja nos machos, € de grande importancia destacar que valores
encontrados nos parametros avaliados, mostraram padrao de comportamento
diferente do observado nas @. O volume ésseo e a espessura das trabéculas
apresentaram valores menores apds a orquiectomia. No entanto, quando foi
avaliada a fragcao de volume 6sseo, nao foram notadas diferencgas significativas. Um
parametro que mostrou comportamento inverso ao observado nas ¢ foi a separagéao
entre as trabéculas GOsseas, pois apos a cirurgia de castragdo, este parametro

mostrou-se reduzido.

Os hormoénios sexuais sdo responsaveis pela maturagdo e dimorfismo
sexual. Nas mulheres a puberdade é mais precoce, por volta dos 12 anos de idade.
Ja, nos homens, é mais tardia, em torno dos 14 anos de idade, por isso, maior
estatura e massa Ossea, fazendo com que a osteoporose masculina evolua

lentamente.#32

Sendo assim, homens e mulheres perdem quantidade similar de osso
trabecular durante o envelhecimento. Nos homens ocorre o afilamento das
trabéculas Osseas e, nas mulheres com osteoporose ocorre a perda da
conectividade entre a trabéculas, o que caracteriza a perda éssea acelerada.”® Estas

informacdes corroboram como os dados do presente estudo, pois, na micro-ct, o
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ORQ apresentou reducéo significativa da espessura do osso trabecular e, as OVX
apresentaram valores significativos de maior porcentagem de porosidade éssea total

e menor porcentagem de volume 6sseo

Também, neste estudo foi observada a expressao de genes relacionados a
mineralizagao do tecido 6sseo, que séo a ALP e OC e, a reabsorgao 6ssea, OPG e
RANKL. Nos grupos castrados, tantos nos & como nas @, durante o processo de
reparo alveolar, os gene relacionados a mineralizagdo o0ssea teve pico aos 14 dias.
Aos 42 dias, a OC continuou aumentada em OVX e, a ALP em ORQ, na tentativa de
estimular uma resposta reparacional para a precipitagdo os minerais do tecido
0sseo. Porém, ao observar as expressdes dos genes OPG e RANKL, relacionados a
reabsorcdo Ossea, ambos demonstraram valores favoraveis para a ativacdo da
osteoclastogénese, com expressdo de RANKL maior que da OPG nos periodos de
avaliagdo, 14 e 42 dias apds exodontia (GRAFICO 9).

Isso pode ser uma indicagao de que a auséncia dos esteroides gonadais realmente
alteram o metabolismo ésseo, fazendo com que mesmo esses animais ndo tenham
a idade avangada, quando os horménios sexuais sao inibidos aumenta a
predisposi¢cao a osteoporose. Dado importante, pois muitas mulheres antes da
menopausa precisam realizar cirurgias de ooforectomia, e mesmo com a idade
jovem ha risco de desenvolver a osteoporose e a necessidade de tratamento
medicamentoso. Assim, aspecto a ser avaliado nos proximos estudos do nosso
grupo consiste na caracterizagado do dimorfismo sexual quanto a resposta do osso
comprometido, tratado com diferentes farmacos disponiveis comercialmente e que
possuem agdes anti-reabsortivas ou até mesmo anabdlicas sobre o tecido dsseo.
Frente ao dimorfismo sexual observado na auséncia dos esteroides gonadais
observado no presente estudo, espera-se que o comportamento frente a diferentes
farmacos também possua um padrao dimorfico sexual.
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6 CONCLUSAO

Assim, dentro dos limites do presente estudo, conclui-se que a auséncia
dos esteroides gonadais, prejudicam a qualidade e quantidade 6ssea de forma mais
acentuada nas Q. Em ambos os sexos, aumenta a atividade osteoclastica aos 14
dias e principalmente aos 42 dias, através da expressdo génica aumentada de
RANKL e diminuida de OPG e, prejudica a expressao de proteinas da matriz

extracelular nos periodos tardios.
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QUADRO 1 - DISTRIBUIGAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS
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GRUPOS

GENERD SHAM ovX ORQ
g} 15 15 -
é? 15 ; 15

Fonte: Elaborado pela Autora

FIGURA 1 — COLETA DA SECREGAO VAGINAL PARA ANALISE MICROSCOPICA DO

CICLO ESTRAL DAS RATAS

6O O

Fonte: Elaborada pela Autora

FIGURA 2 — IMAGENS REPRESENTATIVAS DA CIRURGIA DE OVARIECTOMIA
MOSTRANDO A TRICOTOMIA (A), LOCAL DA INCISAO (B), EXPOSICAO DO OVARIO

(C), LIGADURA (D), REMOGAO DO OVARIO (E), SUTURA FINAL (F)

Fonte: Elaborada pela Autora
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FIGURA 3 - IMAGENS REPRESENTATIVAS DA CIRURGIA DE ORQUIECTOMIA
MOSTRANDO O ESCROTO (A), ANTISSEPSIA COM ALCOOL IODADO (B), INCISAO
(C), EXTERIORIZAGAO DO TESTICULO (D), LIGADURA (E), REMOGAO DO TESTICULO
(F), TESTICULOS REMOVIDOS (G), SUTURA FINAL (H)

Fonte: Elaborada pela Autora

FIGURA 4 - IMAGENS REPRESENTATIVAS DA CIRURGIA DE EXODONTIA
MOSTRANDO OS INCISIVOS (A), ANTISSEPSIA COM ALCOOL IODADO (B),
SINDESMOTOMIA (C), LUXAGAO DO INCISIVO SUPERIOR DIREITO (D), REMOGAO DO
INCISIVO SUPERIOR DIREITO (E), INCISIVO SUPERIOR DIREITO REMOVIDO (F)

Fonte: Elaborada pela Autora
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QUADRO 2 - DISTRIBUIGAO DOS GRUPOS APOS A EXODONTIA DO INCISICO
SUPERIOR DIREITO, CONFORME O TEMPO DE EUTANASIA E O METODO DE
AVALIAGAO DO ALVEOLO EM REPARAGAO

Eutanasia
_ Procedimentos para avaliagdo
(dias apods a _
. (Micro-ct e PCR-rt)
Grupo exodontia)
14 dias 42 dias
14 dias | 42 dias
PCR-rt | Micro-ct PCR-rt
Sham
5 10 5 5 5
3
ORQ 5 10 5 5 5
SHAM
5 10 5 5 5
?
OVX 5 10 5 5 5

Fonte: Elaborado pela Autora

FIGURA 5 — IMAGENS REPRESENTATIVAS DA EXTRAGAO DE RNA TOTAL
MOSTRANDO O CONGELAMENTO DA AMOSTRA COM NITROGENIO LiQUIDO (A),
REAGENTE TRIZOL (B), KIT DE PURIFICAGAO PARA A OBTENGAO DO RNA TOTAL
(C),VERIFICAGAO DA INTEGRIDADE DO RNA TOTAL (D), KIT PARA CONFECGAO DO

CDNA (E)

Fonte: Elaboragao pela Autora
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FIGURA 6 — IMAGENS REPRESENTATIVAS DA AVALIAGAO DA EXPRESSAO GENICA
MOSTRANDO TAQMAN GENE EXPRESSION MASTER MIX (A), PLACA DE 96 WELL
(B), STEP ONE PLUS (C), CURVA DE DESNATURAGAO PADRAO DAS AMOSTRAS

SYBR® Green
PCR Master Mix

Plateau phase
Linear phase

Geometric phase
or Exponential phase

+——Threshold setting
k and drag)

| Background

Baseline Range
z 0 (red triang

Baseliné s
Cycle D

Fonte: Elaborada pela Autora

FIGURA 7 — IMAGENS REPRESENTATIVAS DOS SOFTWARES E DO EQUIPAMENTO
UTILIZADO PARA REALIZAGAO DAS MICROTOMOGRAFIAS COMPUTADORIZADAS
(A), IMAGEM MICROTOMOGRAFICA DO ALVEOLO EM REPARAGAO (B), SOFTWARE
NRECON (C), DATAVIEWER (D), CTAN (E), CTVOX (F)

Software 1272
Atalho

[ 4 ] i kﬁﬁ.:'} b
<oy > &

I fd £l ¥

NRecon.exe - DataViewer.exe - CTAn.exe - CTvox.exe -
Atalho Atalho Atalho Atalho

Reconstrugdo/ Reconstrugdo/ Calculo dos 3D
3{0]] posicionamento parametros

Fonte: Elaborada pela Autora
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TABELA 1 - VALORES DA EXPRESSAO RELATIVA PARA ALP, OC, OPG E RANKL
DOS GRUPOS SHAM © E OVX (14 E 42 DIAS)

GRUPO VALOR DA EXPRESSAO

ALP

SHAM 14 DIAS 1,06

OVX 14 DIAS 245

SHAM 42 DIAS 1,68

OVX 42 DIAS 0,36
ocC

SHAM 14 DIAS 1,00

OVX 14 DIAS 2,12

SHAM 42 DIAS 6,16

OVX 42 DIAS 3,77
OPG

SHAM 14 DIAS 1,00

OVX 14 DIAS 0,82

SHAM 42 DIAS 4,15

OVX 42 DIAS 0,47

RANKL

SHAM 14 DIAS 1,03

OVX 14 DIAS 1,12

SHAM 42 DIAS 0,33

OVX 42 DIAS 2,33

Fonte: Elaborada pela Autora
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GRAFICO 1 - E IMPORTANTE OBSERVAR QUE A DEFICIENCIAS DE ESTROGENO EM
RATAS AOS 42 DIAS (OVX 42D) HOUVE MAIOR EXPRESSAO DE RANKL E MENOR
PARA OPG, SENDO QUE O GRUPO SHAM AOS 42D APRESENTA MAIORES VALORES
PARA OPG E OC E MENOR VALOR PARA RANKL. OS NIVEIS DE EXPRESSAO PARA
OC CONTINUARAM AUMENTADOS EM OVX 42D

8,00
6,16
4,15
4,00 3.77
2,45 )r 233
1,68
1,06 1,00 1,00 1,03 082 1,12 \l,
0,33 0,36 0,47
0,00
SHAM 14 D SHAM 42D OoVX 14D OoVvX 42D
ALP =OC mOPG mRANKL

Fonte: Elaborado pela Autora
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TABELA 2 - VALORES DA EXPRESSAO RELATIVA PARA ALP, OC, OPG E RANKL
DOS GRUPOS SHAM (' E ORQ (14 E 42 DIAS)

GRUPO VALOR DA EXPRESSAO

ALP

SHAM 14 DIAS 1.00

ORQ 14 DIAS 3.24

SHAM 42 DIAS 178

ORQ 42 DIAS 426
oc

SHAM 14 DIAS 1.00

ORQ 14 DIAS 0,31

SHAM 42 DIAS 0,56

ORQ 42 DIAS 0,78
OPG

SHAM 14 DIAS 1.00

ORQ 14 DIAS 0,30

SHAM 42 DIAS 125

ORQ 42 DIAS 0,42

RANKL

SHAM 14 DIAS 1,00

ORQ 14 DIAS 2.24

SHAM 42 DIAS 128

ORQ 42 DIAS 437

Fonte: Elaborada pela Autora
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GRAFICO 2 - OS RATOS COM DEFICIENCIA DE TESTOSTERONA (ORQ)
APRESENTAM PICO DE EXPRESSAO DE ALP, MENOR EXPRESSAO DE OPG E
MAIOR DE RANKL AOS 14 DIAS E 42 DIAS

EXPRESSAO GENICA RELATIVA
ALP mOC mOPG mRANKL

4,37

4,26

3,24

1,78

1,25 1,28
1,00 1,00 1,00 1,00

SHAM 14D SHAM 42D ORQ 14D ORQ 42D

Fonte: Elaborado pela Autora
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QUADRO 3 - VALORES DOS PARAMETROS CONSIDERADOS PADROES DE ACORDO
COM AS GUIDELINES DA JBMR DOS GRUPOS DE RATAS SHAM E CASTRADAS

(OVX)

GRUPOS
SHAM OVvX
PARAMETROS
Bv
45,83 46,47
(mm?)
Bv/Tv
56,01 37,03
(%)
Tb.Th
1,16 1,07
(mm)
Tb.N
0,47 0,34
(1/mm)
Tb.Sp
0,93 1,45*
(mm)
Po (to)
43,98 62,93
(%)

Fonte: Elaborada pela Autora
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GRAFICOS 3 E 4 — O GRUPO OVX APRESENTA MENOR VOLUME OSSEO E MAIOR
POROSIDADE OSSEA TOTAL

SHAM ovX
FRACAO DE VOLUME OSSEO FRACAO DE VOLUME OSSEO
= POROSIDADE TOTAL ® POROSIDADE TOTAL

56%

3 4

Fonte: Elaborado pela Autora

GRAFICO 5 — A DEFICIENCIA DE ESTROGENO FEZ COM QUE OS ESPAGOS ENTRE
AS TRABECULAS AUMENTASSEM

SEPARAGAO ENTRE AS TRABECULAS
2
mm 1 0,93
0
SHAM OVX

Fonte: Elaborado pela Autora
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QUADRO 4 - VALORES DOS PARAMETROS CONSIDERADOS PADROES DE ACORDO
COM AS GUIDELINES DA JBMR DOS GRUPOS DE RATOS SHAM E CASTRADOS

(ORQ)

(%)

GRUPOS
SHAM ORQ
PARAMETROS
Bv
124 65*
(mm?)
Bv/Tv
60,35 59,69
(%)
Tb.Th
1,50 1,21*
(mm)
Th.N
0,43 0,50
(1/mm)
Tbh.Sp
1,05 0,76*
(mm)
Po (to)
39 40,31

Fonte: Elaborado pela autora
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GRAFICO 6 — COM A DEFICIENCIA TESTOSTERONA OBSERVOU A REDUGAO DO
VOLUME OSSEO EM RATOS (ORQ)

VOLUME OSSEO
130 -+
- j
0 - l
SHAM

Fonte: Elaborado pela Autora

GRAFICO 7 - COM A DEFICIENCIA DE TESTOSTERONA OBSERVOU MENOR
ESPESSURA DO OSSO TRABECULAR

ESPESSURA TRABECULAR
2 -
0 .

SHAM

Fonte: Elaborado pela Autora



GRAFICO 8 — NO GRUPO ORQ OBSERVOU MENOR SEPARAGCAO ENTRE
TRABECULAS

72

AS

SEPARA(}AO ENTRE AS TRABECULAS
1,2 -
1,05
0,76
mm 0,6 -
0 - ;
SHAM ORQ

Fonte: Elaborado pelo autor

GRAFICO 9 - RATIO DE RANKL/OPG COM VALORES MAIOR QUE 1 INDICA

ATIVIDADE REABSORTIVA

RANKL/OPG

m SHAM 14D m SHAM 42D mOVX 14D mOVX 42D
= SHAM 14D = SHAM 42D = ORQ 14D = ORQ 42D l

10,41

4,96 \l:

3,41

1.03 1,37 1 1.02

0,08

SHAM 14D SHAM 42D OVX 14D

OvX42D SHAM 14D SHAM 42D ORQ 14D ORQ 42D

FONTE: Elaborado pela Autora
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ANEXO A - Certificado da Comissdo de Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) - Ratos

&8 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA SN

u n e sp ¥ 90L0 DE NESQUITA FILHO" [~ datuba

CAMPUS ARACATUBA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA )
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Analise histométrica e
imunoistoquimica do processo de reparo alveolar de ratos orquiectomizados
submetidos a terapia com teriparatida”, Processo FOA n° 00706-2015, sob
responsabilidade de Roberta Okamoto apresenta um protocolo experimental de
acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal e sua execugéo foi
aprovada pela CEUA em 03 de Agosto de 2016.

| VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 15 de Junho de 2017. ]
| DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 15 de Julho de 2017. \

CERTIFICATE

We certify that the study entitled “Alveolar repair process. Histometric and
immunohistochemical analysis in orchidectomized rats treated with
teriparatide”, Protocol FOA n° 00706-2015, under the supervision of Roberta
Okamoto presents an experimental protocol in accordance with the Ethical Principles
of Animal Experimentation and its implementation was approved by CEUA on August
03, 2016.

| VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: June 15, 2017. |
“ DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: July 15, 2017. [

i(; L/ ~:/‘;'i;t c.‘ﬁ =
Profa. Ass/D a. Maria Gisela Laranjeira

~——Cootrdenadora da CEUA
CEUA Coordinator

CEUA - Comisséo de Etica no Uso de Animais

Faculdade de Odontologia de Aragatuba

Faculdade de Medicina Veterinaria de Aragatuba

Rua José Bonifacio, 1193 — Vila Mendonga - CEP: 16015-050 — ARACATUBA —- SP
Fone (18) 3636-3234 Email CEUA: ceua@foa.unesp.br
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ANEXO B - Certificado da Comissdo de Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) - Ratas

S‘Q'v UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA . C_/pN
u nesp 9ULIO DE MESQUITA FILHO" N auba
CAMPUS ARACATUBA

FACULDADE DE ODONTOLOGIA )
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliagdo do processo de

reparo alveolar de ratas com deficiéncia de estrogeno tratadas com

denosumab ou ranelato de estréncio. Analise histométrica, imunoistoquimica,

por microtomografia computadorizada e microscopia confocal”, Processo FOA

n°® 00685-2015, sob responsabilidade de Roberta Okamoto apresenta um protocolo

experimental de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal e sua

execucao foi aprovada pela CEUA em 24 de margo de 2016.
| VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 26 de Julho de 2017. J

| DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 26 de Agosto de 2017.

CERTIFICATE

We certify that the study entitled “Evaluation of the wound healing process in

estrogen deficiency rats treated with denosumab or strontim ranelate.

Histometric, immunohistochemistry, computed microtomography and confocal
microscopy analysis”, Protocol FOA n° 00685-2015, under the supervision of
Roberta Okamoto presents an experimental protocol in accordance with the Ethical
Principles of Animal Experimentation and its implementation was approved by CEUA
on March 24, 2016.
VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: July 26, 2017.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: August 26, 2017.

Profa. Ass/ Dra. Maria Gise@aranjeira
enadora da CEUA
CEUA Coordinator

CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animais
Faculdade de Odontologia de Aracatuba
Faculdade de Medicina Veterinaria de Aragatuba
Rua Jose Bonifacio, 1193 - Vila Mendonga - CEP: 16015-050 — ARACATUBA — SP
Fone (18) 3636-3234 Email CEUA: ceua@foa.unesp.br



